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論文審査の結果の要旨及び担当者
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学 位 論 文 題 目 アレルギー性 4糖（4P-X）の合成とその分析法の開発と利用に関する研究
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
ガラクトオリゴ糖（GOS）は、微生物の生産するβガラクトシダーゼ（β-Gal）の糖転移反応によ
り合成されるオリゴ糖の総称である。高い糖転移活性を有する細菌（Bacillus circulans）由来のβ-Gal
が作る GOSの中に、高いアレルギー性を持つ 4糖の存在が報告された。しかし、報告された分析系
は非常に複雑で時間が掛かる上、単離された 4P-X はピリジルアミンで誘導体化されていた。以上の
ことから本研究は、①標識化されていない 4P-X純品の取得、②GOS中の 4P-Xの迅速かつ簡便な分
析系の確立、③起源の異なるβ-Galで調製した GOSに含まれる 4P-X量の測定、を目的とした。 
まず初めに、有機合成反応と酵素反応を組み合わせることで、短期間で 4P-X の純品を調製した。
グルコースを出発原料に 5段階の有機合成反応を経て、ラクトースの還元末端側グルコース 6位以外
の水酸基がアセチル基で保護されたラクトース保護体 7を合成した。次に、B. circulansのβ-Galの
糖転移反応を用いることで、ガラクトース同士がβ-1, 4結合したガラクトビオースを取得した。その
後、全ての水酸基をアセチル基で保護し、還元末端側のグルコース 1位にピペリジンを付与したガラ
クトビオース保護体 13を合成した。合成したラクトース保護体 7とガラクトビオース保護体 13のカ
ップリング反応後、全てのアセチル基を脱保護することで 4P-Xを得た。合成した 4P-X は、1H-NMR
および 13C-NMR解析により構造の正しさが確認された。
次に、B. circulans由来のβ-Galを用いて調製した GOSを用いて 4P-Xの定性・定量分析系を検
討した。ゲルろ過（Bio-gel P-2）カラムで 4糖のみを分画し、誘導体化せずに構造異性体の分離・分
析が可能なイオンクロマト分析装置（Dionex ICS-5000）に供した。調製した 4P-Xとの共打ちの結
果、19.44 分付近のピークが 4P-X である可能性が高く、本法で簡便かつ迅速な定量分析が可能であ
ることが示唆された。酵母（Kluyveromyces lactis）とカビ（Aspergillus oryzae）のβ-Galを用い
て、GOS の生成に最適な酵素の反応条件を検討した。酵母のβ-Gal は反応液中のナトリウムイオン
濃度が高く、カリウムイオン濃度が低いほど、転移活性が向上することが分かった。一方で、カビの
β-Galは安定性が高く金属イオン等の影響は全く受けなかった。起源の異なる 3種のβ-Galで GOS
を調製した結果、3 糖以上のオリゴ糖は、細菌＞酵母＞カビの順で高くなった。各種 GOS からゲル
ろ過カラムで 4糖のみを分画し、イオンクロマト分析装置に供した。その結果、GOS 1 mLに含まれ
る 4P-X量は、細菌（9.7 mg）＞酵母（1.7 mg）＞カビ（1.2 mg）の順で高くなり、酵母やカビのβ
-Gal由来の GOSは細菌由来に比べると 4P-Xが 10～20 %であることが分かった。
以上本論文は、GOSに含まれるアレルギーを誘発する可能性のある 4糖（4P-X）に注目し、合成
による標準品の取得と、迅速かつ簡便な評価系の構築、起源の異なる GOS の安全性評価に成功した
研究である。将来的に乳製品など他の食品への応用が大いに期待される。従って審査員一同は、本論
文について博士（農学）の学位を授与するに値するものと判断した。
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